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mgr Pauliny Fortuny pt. ,Projektowanie i synteza inhibitorow oddziatywania biatko-biatko dla
uktadéw menina-MLL i p35-MDM2”

Oddziatywania biatko-biatko odgrywsgjznacaca rolg w procesach biologicznych zygianych z
funkcjonowaniemzywych komérek. Chodzi tu zaréwno o aivos¢ komunikacji m¢dzykomorkowej, jak
I procesy zwgzane bezpaednio z rozwojem i metabolizmem komdrkowym. Ludgkhom zawiera okoto
30 tyskcy genow odpowiedzialnych za kodowanie biatek. Rwzone badania dowiodtye biatka nie
dziatap w warunkachin vivo jako osobne indywidua. Okazatag,ste w ok. 80% znanych przypadkow
aktywna¢ biatek sprowadza sido tworzenia kompleksow z innymi biatkami. $Wietle tych doniesig
niezwykle istotne wydaje siby¢ badanie i wyjénianie mechanizmow tych oddziatyiyea co za tym idzie
doktadne poznanie funkcji, jakie odgrywane wzywych organizmach. Na chwilobecra w odniesieniu
do naszych organizmOw scharakteryzowano kilkeieatystcy oddziatywa biatko-biatko. Czs¢ z nich
jest bezpérednio zwizana z ranymi stanami chorobowymi, w tym z rozwojem nowotawr Wydaje si
wiec, ze ukfady takie mag staé sic cennym nargdziem w walce z chorobami, w rozwadj ktorych s
uwiktane. Preferowane jest takie paaeg, ktore pozwala skutecznie i selektywnie elimvad komorki
nowotworowe bez wyggdzania szkody komorkom zdrowym. Ogolnie zabiegidabkrela sk mianem
terapii celowanej. Leki przeciwnowotworowe nowejngeacji opracowywanegstak, aby ich dziatanie
skierowane byto przeciwko nowotworom, ktérych pmodeansformacji uzakmiony jest od aktywndi
jednego biatka. Sposéb ich dziatania sprowadzadsi blokowania podwiszonej aktywnéci biatek
odpowiedzialnych za wzmiong proliferace komorek nowotworowych, zainicjowania procesu ich
apoptozy lub blokowania angiogenezy w tych komdnkac

Przedstawiona do oceny praca doktorska osadzohavjésj tematyce badawczej i bezpednio
dotyczy dwoch uktadéw: menina-MML i p53-MDM2. Celetmada jest poszukiwanie inhibitoréw
oddziatywa biatko-biatko w kontekcie leczenia chor6b nowotworowych, w wywotywaniwiich one
uczestnicz. Pierwszy z uktadow jest zgaany z ostrymi biataczkami spowodowanymi przegrugaami
chromosomalnymi genu MLL z partnerami fuzyjnymi.kTpowstaty gen koduje biatko fuzyjne MLL,
ktorego N-koniec zawiera N-koowy fragment biatka MLL, natomiast C-koniec pochiodd partnera
fuzyjnego (dotychczas zidentyfikowano ponad 50daliatek). Biatko fuzyjne MLL wchodzi w interakcje
z r&nymi innymi biatkami. Jednym z nich jest menina. d@dtywanie menina-MLL ma kluczowe
znaczenie dla rozwoju ostrej biataczki, dlategd sebstancje blokage maliwos¢é tworzenia takiego
kompleksu maj potencjalne zastosowanie jako leki. Cazme zablokowanie oddziatywania menina-MLL
moze hamowaé dziatanie onkogenne wszystkich fuzyjnych partnem\ul. Drugi uktad p53-MDM2
wigzany jest z szeregiem choréb nowotworowychegalki, nowotwory piersi, ptuc, jelita grubego - obiec
wiadomo,ze mniej wecej 40 % przypadkow wszelkiego rodzaju nowotworowdei jest spowodowana
mutacjami zwiazanymi z dzialaniem dulz struktug biatka p53). Bialko p53 jest czynnikiem
transkrypcyjnym odpowiedzialnym za regutacyklu zyciowego komorek, ich apoptozy, a takprocesow
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naprawy materialu genetycznego. Bialko ulega aktjwew momencie wysipienia r&nego rodzaju
stresow, takich jak stres cieplny, stres oksydagypay te stany patologiczne zezane z niestabilricia
genetyczn komorek Bdz rozwojem nowotworéw. Za regulgcpoziomu i aktywnéci biatka p53 jest
odpowiedzialna cata siekomorkowych regolatorow, takich jak WT-1, MDM2, ENPirh-2, PARP-1,
MDM4. W prawidtowych warunkach biatko p53 jest wimzywane w komaorce na niskim poziomie i
wystepuje w postaci nieaktywnej - czas péitrwania bigh&8 jest ograniczony do minut, podczas gdy w
komorkach narsonych na stres lub ekspozyaja czynniki uszkadzgge DNA, czas ten wydia st do
godzin. Szczegolnie istotne w regulacji poziomuKaigp53 w komoérce wydajsie biatka MDM2 i MDM4
(MDMX). Petnig one rot silnych onkogendw i stanowiznakomity cel terapeutyczny. Zablokowanie ich
funkcji wigze st bezpdrednio z przywroceniem prawidtowej aktywdoo biatka p53.

Praca doktorska zrealizowana zostata w Zaktadhien@i Bioorganicznej Wydzialu Chemicznego
Politechniki Wroctawskiej pod opigkdra hab. tukasza Berlickiego, prof. nadzw. PW. @pwanie
obejmuje 141 stron, podzielonych na 6 rozdziatéeprpedzonych spisem #@ i wykazem stosowanych
skrotow. Niewielka liczba rozdziatow zrekompensowaest licznymi podrozdziatami. Pierwszy rozdziat
zatytutowany ,Ws¢p” obejmuje 54 strony i jest swoistym wprowadzenientematyk pracy. Zawarte
zostaly w nim strategie projektowania i otrzymywapeptydowych inhibitoréw oddziatywania biatko-loiat
(mozna bylo zatytulowa ten podrozdziat strategiami projektowania peptyoioetykow) oraz
charakterystyka oddziatywamenina-MLL i p53-MDM2/MDMX z podaniem dotychczasego stanu
wiedzy na temat opracowanych inhibitoréw tych oddzian. Calgé zostata przedstawiona bardzo
syntetycznie i przyspnie. W tej cgsci pracy zabrakio mi krétkiego wprowadzenia dotymEmo
zastosowanych w badaniach technik. Kolejny rozdmajCel pracy” obejmujcy nieco ponad strgn W
rozdziale tym dowiadujemy io generalnej strategii zaplanowanych kiadanie ma bezpmedniego
odniesienia ani do przestanek, ktdre wymusity taknie inny plan, ani do struktury zaplanowanych do
syntezy i dalszych badaanalogdéw. Wszystkie te informacje zawariews kolejnym rozdziale ,Wyniki i
dyskusja” — 46 stron. Oprécz tego w rozdziale tymalazlty s¢ takze informacje dotycgee
przeprowadzonych syntez i wykonanych hgdprzedstawione i omowione zostaly rowniazyskane
wyniki. W odniesieniu do uktadu p53-MDM2/MDMX Doktantka skupita si na modyfikacjach
opublikowanego wczmiej fragmentu biatka p53 odpowiedzialnego zgaanie MDM2/MDMX (fragment
obejmujcy reszty aminokwasowe 17-28) oraz jego zmodyfikoeyawersji (peptydu PMI, ktory jest
rownoczénie jednym z najsilniejszych, opisanych peptydowytthibitorow tego oddziatywania)
wykazupcej o okoto dwa rady wyzsze powinowactwo do MDM2 i MDMX. W opisie jest matascistosc,
poniewa fragment biatka p58dpowiedzialny za wzanie MDM2/MDMX zostat wsipnie zdefiniowany
przez Panj Paulire jako dwunastoaminokwasowa sekwencja, natomiasy/fikadvany byt trzynastopeptyd
wydtuzony dodatkowo o resgtasparaginy (gt w tabeli 1 na stronie 59 fragment biatka p53 2Y-Do
modyfikacji obu sekwencji Doktorantka wykorzystatd&zomery kwasu 2-aminocyklopentano-
karboksylowego oznaczane w pracy jako CpS (1R,ZPR (1S,2R) i CpT (1S,2S). i analogow
fragmentu biatka p53 wiacego MDM2 i MDMX zaprojektowanych zostato przy pomocy nsylacji
komputerowych — ich sekwencje zestawione zostatyabeli 1, natomiast w przypadku peptydu PMI
Doktorantka wykonata dwa petne skany aminokwasowkowystupc do tego reszty CpR i CpT oraz
otrzymata 11 analogowgdzacych najciekawsze modyfikacje. W tym miejscu kilkaag i pyta. Ani w
tym, ani w innym miejscu pracy nie meadnych uzupetniggych informacji dotycgcych symulacii
komputerowych. Zresztzostalty one wykorzystane do zaprojektowania tytah pieciu analogéw. Opis
modyfikacji zawarty nad tabelsugeruje podstawienie guizy innymi reszt Asp i Let?? — sekwencje w
tabeli wskazuj natomiastze jedna z nich zostata po prostu ustamiW skrdocie alaniny w tabeli 1 uciekta
duwza litera. Do modyfikacji fragmentu biatka p53 zdgtazyte r&zne, podwadjne kombinacje(_‘reszt (;utaj
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uzyje oznaczé Doktorantki) CpS i CpR, natomiast w przypadku gdptPMI pojedynczo lub wielokrotnie
reszty CpR i CpT — dlaczego akurat takie kombindegyéch z wymienionych w pracy trzech izomeréw? A
co z czwartym izomerem kwasu 2-aminocyklopentanmidesylowego — dlaczego zostat pomgigi w
badaniach? Mam tutaj rowrieiwag dotyczca stosowania nazw i skrotow. W opisie badiotyczcych
peptydu PMI dla reszt CpT i CpR Doktorantkaywa kolejnego uproszczenia przypigujm odpowiednio
symbole X i Z, ale stosuje réwri@azewnictwo z wykorzystaniem przedrostkéw cigans-. Wszystko to
sprawia,ze sledzc opis eksperymentow i uzyskane wyniki ¢étstaje s¢ nieczytelna i trzeba sporo uwagi
i koncentracji, aby si we wszystkim nie pogubi W badaniu drugiego z uktadow (menina-MLL)
Doktorantka rownig wykorzystata wyniki wczeniejszych prac, ktdre doprowadzity do wytypowania
fragmentu, czy tefragmentow w olybie biatka MLL odpowiedzialnych za interakcje z rman Jeden z
nich oznaczany jako MLL12 i obejmygy fragment N-kacowy 4-15 biatka MLL stat gi prekursorem
zaplanowanych do syntez i otrzymanych analogéwrafamowane modyfikacje struktury sprowadzaty si
do umieszczenia w pozycji zajmowanej przez xeBzo™°, kluczows dla wiazania s¢ biatka MLL z menin,
kazde] z trzech, wymienionych wcéde] reszt, izomerycznych kwaséw 2-aminocyklopentano-
karboksylowych z drobnkorekt dotyczca diugasci peptydow. Kolejna seria analogéw powstata peprz
cyklizacg fragmentu odpowiedzialnego zaga@anie meniny, ndadujgcego struktuy modelowego peptydu
otrzymara poprzez utworzenie wzania wodorowego pordzy tarcuchem bocznym reszty argininy w
pozyciji 8 a grup karbonylow proliny w pozyciji 13. Efekt zostat agjnicty poprzez zagpienie reszt Argi
Arg*? resztami alliloglicyny, a nagtnie cyklizacg uktadu. Otrzymano w ten sposéb sepeptydéw
zawierajcych mostki wglowodorowe o rénej diugdci i réznym stopniu nasycenia. W tym miejscu
dodatkowym zadaniem okazatog Samo zamkniecie pi@rienia i w wybranych przypadkach redukcja
mostka. Doktorantk&wietnie poradzita sobie z tym problemem poprzezddaupowiedniego katalizatora i
warunkéw reakcji. Zsyntezowane zostaty réwnikniowe analogi peptydoéw cyklicznych. Jeden z
otrzymanych w tej serii peptyddw oznaczony jako tpep93 stat si prekursorem ostatniej juserii
analogow, ktore zaprojektowano z §tyyo zbadaniu wptywu podstawnikdédw wokét cyklicznegikisletu
oraz znaczenia charakterweglowodorowego gcznika (nasycony, dolz nienasycony) na ich aktywfo
inhibitorowa. Modyfikacjom podlegat w tym wypadku C- i N-konigeptydu oraz reszty Phe Ala.
Peptydy otrzymano z wykorzystaniem techniki SPP&/ peyciu aparatéw, ktére zostaty wymienione w
pracy. W trakcie badaDoktorantka otrzymata w sumie 88 sekwencji poduigth zgodnie z planem na
kilka grup. W tym miejscu uwaga dotyra numeracji otrzymanych zyzkow. Pani Paulina przyta
konwencg numerowania kalego zwizku, ktéry pojawia si w pracy. S4d tez pierwszy, zsyntezowany w
trakcie realizacji badapeptyd otrzymat numer 29.

Wszystkie otrzymane peptydowe inhibitory dla obwzdlyway zostaty przebadane poditém
aktywnaici inhibitorowej z wykorzystaniem testu polaryzadiiiorescencji. Dla wszystkich peptydow
otrzymanych z m§la o poszukiwaniu aktywnych inhibitoréw oddziatywanigs3-MDM2/MDMX
wykonana zostata analiza konformacyjna z wykorzysta techniki CD w dwoch uktadach: wodzie i
metanolu. Celem badayto potwierdzenie preferencji konformacyjnychzgtmanych zwizkéw. Wybrane
peptydy z tej diej grupy zwizkow przebadane zostaly réwaipod katem stabilrimi proteolitycznej
wobec chymotrypsyny. Do najwaiejszych osignig¢ doktorantki zaliczytbym:

- otrzymanie szeregu aktywnych inhibitoréw zaroweoadziatywania p53-MDM2/MDMX, jak i
MLL/menina — w obu przypadkach aktywdtootrzymanych peptydéw znago przekraczata aktywdo
peptydéw modelowych;
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- otrzymanie inhibitoréw oddziatywania p53-MDM2/MD¥odpornych na proteoliz— w grupie tej
znalazly s¢ rOwniez te 0 najwyszej aktywnéci;

- opracowanie, czy #e dopracowanie metody otrzymywania cyklicznych pdpty z
wykorzystaniem reakcji metatezy i ngmtie ich redukcji — jest to szczegolnie istotneswietle danych
literaturowych, zapewniagych, ze przemiany takiegszbadane i proste do zrealizowania. Doktorantka
zderzyta s z nieco ing rzeczywistécia, ale doskonale rozgzata napotkany problem;

- otrzymanie struktur krystalicznych dla kompleksétrzymanych inhibitoréw dla obu oddziatyiva
biatko-biatko odpowiednio z MDM2 (1 struktura) i mag (3 struktury, ché tylko jedna z zadowalgga
doktadndcia). Szkoda tylkoze nie byly to kompleksy najaktywniejszych z otrzymeh inhibitorow dla
obu grup oddziatywa

.,Podsumowanie” to prawie trzystronicowy, kolejnyczwarty rozdziat w pracy. W rozdziale tym
Doktorantka zebrata w sposob bardzo syntetyczrstyefazeprowadzonych syntez i oznagzepodziatem
ich na dwa typy oddziatywa ktore byly przedmiotem przeprowadzonych bad@iaty rozdziat to ,,Czs¢
eksperymentalna”, ligega 20 stron. Oprocz zebranych danych dafggeh charakterystyki otrzymanych
peptydow (tabela 14) znalaztyesiv nim informacje dotycxe wykorzystanych odczynnikéw, aparatury
naukowo-badawczej, krotkie informacje na tematat@sych technik i doktadne opisy przeprowadzonych
syntez. Calé¢ rozprawy opatrzona jest 175 pozycjami literaturowyobejmugcymi nieco ponad 20
ostatnich lat (1994-2017), 55 rysunkami i 14 tabelaWykaz literatury stanowi ostatni rozdziat pracy
zatytutowany ,Literatura” — 13 stron. Wszystkie yiowane artykuty zostaty wymienione z ich tytutacoi
znacaco utatwito odwotywanie gido nich. Oprawa graficzna catego opracowaniarjagbardzo wysokim
poziomie. Jedyne uwagi dotyczysunku 27 (B) na stronie 60 (bardzo trudno reaid dwie struktury
zakotwiczonych peptyddw) i rysunku 42 (A) na steo®2 (zaznaczone dwa azania wodorowesgsbardzo
mato czytelne). Mam fezastrzeenia co do opisu wkar wodorowych na rysunku 82 (opis zawarty
zarowno pod rysunkiem jak i w @ pracy) — ,Whzania wodorowe porailzy C-kaicowsg grup amidowg
a Lysbl oraz pomdzy grum karbonylow a amidowy reszty CpR..."”. Jest on bardzargonowy i
nieprecyzyjny. Mana bylo pokusi sie o precyzyjniejszy i bardziej poprawny chemicznipisoobu
oddziatywah.

W tym miejscu chciatbym zwré€iuwag na jeszcze kilka rzeczy. Po pierwsze praca nigfoie
napisana jest w trybie bezosobowym. Moim zdaniemaodjaniej i przejrzyicie] bytoby wszystkie
czynndci, ktore wykonata Doktorantka opisav formie osobowej. W zawartej wgbym rozdziale pracy
tabeli 14, w ktorej zestawione zostaty dane chargkupce otrzymane peptydy znalazty sniedzy innymi
czasy retencji dla etapow preparatywnego oczysiazpeptydow, ktére moim zdaniem niczego nie
wnosz. Jeeli dobrze zrozumiatem warunki analiz z wykorzystam analitycznego HPLC wdaiwy
rozdziat dotyczyt gradientu od 10 do 90 % acetghititv 9 minut — to chyba troehzbyt odwanie. W
pracy znalazto gisporo niefortunnych sformutowalotyczcych gtownie stosowanigargonu chemicznego
I przegzyczer. Wymienk ich tylko kilka:

- str. 11 - ..., a wyniki powinowactwayszesto bardzo stabe [8].”;

- str. 13 - ,....znanymi metodama gmiana stereochemiiZycie D-aminokwasow),...”;
- str. 15 - ,....hcznik zamykajcy cykl...”;

- str. 38 - jest ,mysak” zamiast ,mgsak”, przy typie choroby nowotworowej;

- str. 36 - ,Niemniej jednak, w oparciu o badaningtyczne, myszy wykazujniejednorodn
odpowied na przywrocenie p53.”;
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- str. 38 - ,Jednym z najsilniejszych z@kow...”;

- str. 47 - ,..motyw MLL whzacy menir), obejmujcy obszar od 6 do 25 reszt
aminokwasowych...”;

- w kilku miejscach pracy zamiennieywane g sformutowania (z odpowiednimi przedrostkami
odnoszcymi sk o wielkdsci liczbowej) definiujce aktywné¢ analogéw: ,molarna” oraz ,molowa”;

- str.115 - akapit podsumowggly opis syntezy Fmoc-CpS koezy zdanie — ,Dla kadego
enancjomeru przeprowadzono sygtdavasu...” — chodzi o odwotanie do otrzymywania patinch
Fmoc- dwdéch pozostatych izomeréw — w tym przypadkancjomerem jest tylko jeden z nich.

Wszystkie te uwagi nie obiajg mojej wysokiej oceny pracy doktorskiej Pani mguley Fortuny.
W swoich badaniach wykazatagsOna spos wiedz i umiejgtnosciami czego efektem jest szereg
znacacych odkry. Potrafita znakomicie petzy¢ metody teoretyczne z synigavyciggajgc prawidtowe
wnioski z przeprowadzonych eksperymentéw. Byly ankolei sih nagdows kolejnych planowanych
prac. W zajczonej do pracy doktorskiej dokumentacji zabrakigkazu dorobku naukowego Doktorantki.
Z informacji zawartych w baziéVeb of Science wynika, ze jest Ona na pewno wspotautpridwoch
publikacji z listy JCR 1 jednej prezentacji na kerdncji medzynarodowej. Pewnie zgodnie z
obowigzujacymi zwyczajami dorobek teretizie w peini zaprezentowany w trakcie publicznejooly. W
tym miejscu i nag chwile pokusz sie tylko o komentarzze wszystkie trzy prace zawarte w baziegaane
s3 bezpdrednio z tematyk pracy doktorskiej.

Wobec powyszego uwaam, ze praca doktorska mgr Pauliny Fortuny spetnia viszel’ymagania
ustawowe okrdone w art. 17 Ustawy o Stopniach Naukowych i TgttlNaukowym oraz o Stopniach i
Tytule w Zakresie Sztuki z dnia 14 marca 2003 vargyniejszymi poprawkami w art. 251 ustawy Prawo
0 Szkolnictwie Wyszym z dnia 15 stycznia 2004 oraz w zaleceniachtr@lerj Komisji ds. Tytulu
Naukowego i Stopni Naukowych z dnia 20 maja 202dnia 14 padziernika 2005 i tym samym, po
spetnieniu pozostatych wymogéw, stanowi podstaadania jej stopnia naukowego doktora. Zwracam si
zatem do Rady Wydzialu Chemicznego Politechniki ®&waskiej z wnioskiem o dopuszczenie mgr
Pauliny Fortuny do dalszych etapow przewodu doktego.
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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIE]

mgr Pauliny Fortuny pt. ,Projektowanie i synteza inhibitorow oddziatywania biatko-biatko dla
uktadéw menina-MLL i p35-MDM2”

Oddziatywania biatko-biatko odgrywsgjznacaca rolg w procesach biologicznych zygianych z
funkcjonowaniemzywych komérek. Chodzi tu zaréwno o aivos¢ komunikacji m¢dzykomorkowej, jak
I procesy zwgzane bezpaednio z rozwojem i metabolizmem komdrkowym. Ludgkhom zawiera okoto
30 tyskcy genow odpowiedzialnych za kodowanie biatek. Rwzone badania dowiodtye biatka nie
dziatap w warunkachin vivo jako osobne indywidua. Okazatag,ste w ok. 80% znanych przypadkow
aktywna¢ biatek sprowadza sido tworzenia kompleksow z innymi biatkami. $Wietle tych doniesig
niezwykle istotne wydaje siby¢ badanie i wyjénianie mechanizmow tych oddziatyiyea co za tym idzie
doktadne poznanie funkcji, jakie odgrywane wzywych organizmach. Na chwilobecra w odniesieniu
do naszych organizmOw scharakteryzowano kilkeieatystcy oddziatywa biatko-biatko. Czs¢ z nich
jest bezpérednio zwizana z ranymi stanami chorobowymi, w tym z rozwojem nowotawr Wydaje si
wiec, ze ukfady takie mag staé sic cennym nargdziem w walce z chorobami, w rozwadj ktorych s
uwiktane. Preferowane jest takie paaeg, ktore pozwala skutecznie i selektywnie elimvad komorki
nowotworowe bez wyggdzania szkody komorkom zdrowym. Ogolnie zabiegidabkrela sk mianem
terapii celowanej. Leki przeciwnowotworowe nowejngeacji opracowywanegstak, aby ich dziatanie
skierowane byto przeciwko nowotworom, ktérych pmodeansformacji uzakmiony jest od aktywndi
jednego biatka. Sposéb ich dziatania sprowadzadsi blokowania podwiszonej aktywnéci biatek
odpowiedzialnych za wzmiong proliferace komorek nowotworowych, zainicjowania procesu ich
apoptozy lub blokowania angiogenezy w tych komdnkac

Przedstawiona do oceny praca doktorska osadzohavjésj tematyce badawczej i bezpednio
dotyczy dwoch uktadéw: menina-MML i p53-MDM2. Celetmada jest poszukiwanie inhibitoréw
oddziatywa biatko-biatko w kontekcie leczenia chor6b nowotworowych, w wywotywaniwiich one
uczestnicz. Pierwszy z uktadow jest zgaany z ostrymi biataczkami spowodowanymi przegrugaami
chromosomalnymi genu MLL z partnerami fuzyjnymi.kTpowstaty gen koduje biatko fuzyjne MLL,
ktorego N-koniec zawiera N-koowy fragment biatka MLL, natomiast C-koniec pochiodd partnera
fuzyjnego (dotychczas zidentyfikowano ponad 50daliatek). Biatko fuzyjne MLL wchodzi w interakcje
z r&nymi innymi biatkami. Jednym z nich jest menina. d@dtywanie menina-MLL ma kluczowe
znaczenie dla rozwoju ostrej biataczki, dlategd sebstancje blokage maliwos¢é tworzenia takiego
kompleksu maj potencjalne zastosowanie jako leki. Cazme zablokowanie oddziatywania menina-MLL
moze hamowaé dziatanie onkogenne wszystkich fuzyjnych partnem\ul. Drugi uktad p53-MDM2
wigzany jest z szeregiem choréb nowotworowychegalki, nowotwory piersi, ptuc, jelita grubego - obiec
wiadomo,ze mniej wecej 40 % przypadkow wszelkiego rodzaju nowotworowdei jest spowodowana
mutacjami zwiazanymi z dzialaniem dulz struktug biatka p53). Bialko p53 jest czynnikiem
transkrypcyjnym odpowiedzialnym za regutacyklu zyciowego komorek, ich apoptozy, a takprocesow
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naprawy materialu genetycznego. Bialko ulega aktjwew momencie wysipienia r&nego rodzaju
stresow, takich jak stres cieplny, stres oksydagypay te stany patologiczne zezane z niestabilricia
genetyczn komorek Bdz rozwojem nowotworéw. Za regulgcpoziomu i aktywnéci biatka p53 jest
odpowiedzialna cata siekomorkowych regolatorow, takich jak WT-1, MDM2, ENPirh-2, PARP-1,
MDM4. W prawidtowych warunkach biatko p53 jest wimzywane w komaorce na niskim poziomie i
wystepuje w postaci nieaktywnej - czas péitrwania bigh&8 jest ograniczony do minut, podczas gdy w
komorkach narsonych na stres lub ekspozyaja czynniki uszkadzgge DNA, czas ten wydia st do
godzin. Szczegolnie istotne w regulacji poziomuKaigp53 w komoérce wydajsie biatka MDM2 i MDM4
(MDMX). Petnig one rot silnych onkogendw i stanowiznakomity cel terapeutyczny. Zablokowanie ich
funkcji wigze st bezpdrednio z przywroceniem prawidtowej aktywdoo biatka p53.

Praca doktorska zrealizowana zostata w Zaktadhien@i Bioorganicznej Wydzialu Chemicznego
Politechniki Wroctawskiej pod opigkdra hab. tukasza Berlickiego, prof. nadzw. PW. @pwanie
obejmuje 141 stron, podzielonych na 6 rozdziatéeprpedzonych spisem #@ i wykazem stosowanych
skrotow. Niewielka liczba rozdziatow zrekompensowaest licznymi podrozdziatami. Pierwszy rozdziat
zatytutowany ,Ws¢p” obejmuje 54 strony i jest swoistym wprowadzenientematyk pracy. Zawarte
zostaly w nim strategie projektowania i otrzymywapeptydowych inhibitoréw oddziatywania biatko-loiat
(mozna bylo zatytulowa ten podrozdziat strategiami projektowania peptyoioetykow) oraz
charakterystyka oddziatywamenina-MLL i p53-MDM2/MDMX z podaniem dotychczasego stanu
wiedzy na temat opracowanych inhibitoréw tych oddzian. Calgé zostata przedstawiona bardzo
syntetycznie i przyspnie. W tej cgsci pracy zabrakio mi krétkiego wprowadzenia dotymEmo
zastosowanych w badaniach technik. Kolejny rozdmajCel pracy” obejmujcy nieco ponad strgn W
rozdziale tym dowiadujemy io generalnej strategii zaplanowanych kiadanie ma bezpmedniego
odniesienia ani do przestanek, ktdre wymusity taknie inny plan, ani do struktury zaplanowanych do
syntezy i dalszych badaanalogdéw. Wszystkie te informacje zawariews kolejnym rozdziale ,Wyniki i
dyskusja” — 46 stron. Oprécz tego w rozdziale tymalazlty s¢ takze informacje dotycgee
przeprowadzonych syntez i wykonanych hgdprzedstawione i omowione zostaly rowniazyskane
wyniki. W odniesieniu do uktadu p53-MDM2/MDMX Doktantka skupita si na modyfikacjach
opublikowanego wczmiej fragmentu biatka p53 odpowiedzialnego zgaanie MDM2/MDMX (fragment
obejmujcy reszty aminokwasowe 17-28) oraz jego zmodyfikoeyawersji (peptydu PMI, ktory jest
rownoczénie jednym z najsilniejszych, opisanych peptydowytthibitorow tego oddziatywania)
wykazupcej o okoto dwa rady wyzsze powinowactwo do MDM2 i MDMX. W opisie jest matascistosc,
poniewa fragment biatka p58dpowiedzialny za wzanie MDM2/MDMX zostat wsipnie zdefiniowany
przez Panj Paulire jako dwunastoaminokwasowa sekwencja, natomiasy/fikadvany byt trzynastopeptyd
wydtuzony dodatkowo o resgtasparaginy (gt w tabeli 1 na stronie 59 fragment biatka p53 2Y-Do
modyfikacji obu sekwencji Doktorantka wykorzystatd&zomery kwasu 2-aminocyklopentano-
karboksylowego oznaczane w pracy jako CpS (1R,ZPR (1S,2R) i CpT (1S,2S). i analogow
fragmentu biatka p53 wiacego MDM2 i MDMX zaprojektowanych zostato przy pomocy nsylacji
komputerowych — ich sekwencje zestawione zostatyabeli 1, natomiast w przypadku peptydu PMI
Doktorantka wykonata dwa petne skany aminokwasowkowystupc do tego reszty CpR i CpT oraz
otrzymata 11 analogowgdzacych najciekawsze modyfikacje. W tym miejscu kilkaag i pyta. Ani w
tym, ani w innym miejscu pracy nie meadnych uzupetniggych informacji dotycgcych symulacii
komputerowych. Zresztzostalty one wykorzystane do zaprojektowania tytah pieciu analogéw. Opis
modyfikacji zawarty nad tabelsugeruje podstawienie guizy innymi reszt Asp i Let?? — sekwencje w
tabeli wskazuj natomiastze jedna z nich zostata po prostu ustamiW skrdocie alaniny w tabeli 1 uciekta
duwza litera. Do modyfikacji fragmentu biatka p53 zdgtazyte r&zne, podwadjne kombinacje(_‘reszt (;utaj
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uzyje oznaczé Doktorantki) CpS i CpR, natomiast w przypadku gdptPMI pojedynczo lub wielokrotnie
reszty CpR i CpT — dlaczego akurat takie kombindegyéch z wymienionych w pracy trzech izomeréw? A
co z czwartym izomerem kwasu 2-aminocyklopentanmidesylowego — dlaczego zostat pomgigi w
badaniach? Mam tutaj rowrieiwag dotyczca stosowania nazw i skrotow. W opisie badiotyczcych
peptydu PMI dla reszt CpT i CpR Doktorantkaywa kolejnego uproszczenia przypigujm odpowiednio
symbole X i Z, ale stosuje réwri@azewnictwo z wykorzystaniem przedrostkéw cigans-. Wszystko to
sprawia,ze sledzc opis eksperymentow i uzyskane wyniki ¢étstaje s¢ nieczytelna i trzeba sporo uwagi
i koncentracji, aby si we wszystkim nie pogubi W badaniu drugiego z uktadow (menina-MLL)
Doktorantka rownig wykorzystata wyniki wczeniejszych prac, ktdre doprowadzity do wytypowania
fragmentu, czy tefragmentow w olybie biatka MLL odpowiedzialnych za interakcje z rman Jeden z
nich oznaczany jako MLL12 i obejmygy fragment N-kacowy 4-15 biatka MLL stat gi prekursorem
zaplanowanych do syntez i otrzymanych analogéwrafamowane modyfikacje struktury sprowadzaty si
do umieszczenia w pozycji zajmowanej przez xeBzo™°, kluczows dla wiazania s¢ biatka MLL z menin,
kazde] z trzech, wymienionych wcéde] reszt, izomerycznych kwaséw 2-aminocyklopentano-
karboksylowych z drobnkorekt dotyczca diugasci peptydow. Kolejna seria analogéw powstata peprz
cyklizacg fragmentu odpowiedzialnego zaga@anie meniny, ndadujgcego struktuy modelowego peptydu
otrzymara poprzez utworzenie wzania wodorowego pordzy tarcuchem bocznym reszty argininy w
pozyciji 8 a grup karbonylow proliny w pozyciji 13. Efekt zostat agjnicty poprzez zagpienie reszt Argi
Arg*? resztami alliloglicyny, a nagtnie cyklizacg uktadu. Otrzymano w ten sposéb sepeptydéw
zawierajcych mostki wglowodorowe o rénej diugdci i réznym stopniu nasycenia. W tym miejscu
dodatkowym zadaniem okazatog Samo zamkniecie pi@rienia i w wybranych przypadkach redukcja
mostka. Doktorantk&wietnie poradzita sobie z tym problemem poprzezddaupowiedniego katalizatora i
warunkéw reakcji. Zsyntezowane zostaty réwnikniowe analogi peptydoéw cyklicznych. Jeden z
otrzymanych w tej serii peptyddw oznaczony jako tpep93 stat si prekursorem ostatniej juserii
analogow, ktore zaprojektowano z §tyyo zbadaniu wptywu podstawnikdédw wokét cyklicznegikisletu
oraz znaczenia charakterweglowodorowego gcznika (nasycony, dolz nienasycony) na ich aktywfo
inhibitorowa. Modyfikacjom podlegat w tym wypadku C- i N-konigeptydu oraz reszty Phe Ala.
Peptydy otrzymano z wykorzystaniem techniki SPP&/ peyciu aparatéw, ktére zostaty wymienione w
pracy. W trakcie badaDoktorantka otrzymata w sumie 88 sekwencji poduigth zgodnie z planem na
kilka grup. W tym miejscu uwaga dotyra numeracji otrzymanych zyzkow. Pani Paulina przyta
konwencg numerowania kalego zwizku, ktéry pojawia si w pracy. S4d tez pierwszy, zsyntezowany w
trakcie realizacji badapeptyd otrzymat numer 29.

Wszystkie otrzymane peptydowe inhibitory dla obwzdlyway zostaty przebadane poditém
aktywnaici inhibitorowej z wykorzystaniem testu polaryzadiiiorescencji. Dla wszystkich peptydow
otrzymanych z m§la o poszukiwaniu aktywnych inhibitoréw oddziatywanigs3-MDM2/MDMX
wykonana zostata analiza konformacyjna z wykorzysta techniki CD w dwoch uktadach: wodzie i
metanolu. Celem badayto potwierdzenie preferencji konformacyjnychzgtmanych zwizkéw. Wybrane
peptydy z tej diej grupy zwizkow przebadane zostaly réwaipod katem stabilrimi proteolitycznej
wobec chymotrypsyny. Do najwaiejszych osignig¢ doktorantki zaliczytbym:

- otrzymanie szeregu aktywnych inhibitoréw zaroweoadziatywania p53-MDM2/MDMX, jak i
MLL/menina — w obu przypadkach aktywdtootrzymanych peptydéw znago przekraczata aktywdo
peptydéw modelowych;
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- otrzymanie inhibitoréw oddziatywania p53-MDM2/MD¥odpornych na proteoliz— w grupie tej
znalazly s¢ rOwniez te 0 najwyszej aktywnéci;

- opracowanie, czy #e dopracowanie metody otrzymywania cyklicznych pdpty z
wykorzystaniem reakcji metatezy i ngmtie ich redukcji — jest to szczegolnie istotneswietle danych
literaturowych, zapewniagych, ze przemiany takiegszbadane i proste do zrealizowania. Doktorantka
zderzyta s z nieco ing rzeczywistécia, ale doskonale rozgzata napotkany problem;

- otrzymanie struktur krystalicznych dla kompleksétrzymanych inhibitoréw dla obu oddziatyiva
biatko-biatko odpowiednio z MDM2 (1 struktura) i mag (3 struktury, ché tylko jedna z zadowalgga
doktadndcia). Szkoda tylkoze nie byly to kompleksy najaktywniejszych z otrzymeh inhibitorow dla
obu grup oddziatywa

.,Podsumowanie” to prawie trzystronicowy, kolejnyczwarty rozdziat w pracy. W rozdziale tym
Doktorantka zebrata w sposob bardzo syntetyczrstyefazeprowadzonych syntez i oznagzepodziatem
ich na dwa typy oddziatywa ktore byly przedmiotem przeprowadzonych bad@iaty rozdziat to ,,Czs¢
eksperymentalna”, ligega 20 stron. Oprocz zebranych danych dafggeh charakterystyki otrzymanych
peptydow (tabela 14) znalaztyesiv nim informacje dotycxe wykorzystanych odczynnikéw, aparatury
naukowo-badawczej, krotkie informacje na tematat@sych technik i doktadne opisy przeprowadzonych
syntez. Calé¢ rozprawy opatrzona jest 175 pozycjami literaturowyobejmugcymi nieco ponad 20
ostatnich lat (1994-2017), 55 rysunkami i 14 tabelaWykaz literatury stanowi ostatni rozdziat pracy
zatytutowany ,Literatura” — 13 stron. Wszystkie yiowane artykuty zostaty wymienione z ich tytutacoi
znacaco utatwito odwotywanie gido nich. Oprawa graficzna catego opracowaniarjagbardzo wysokim
poziomie. Jedyne uwagi dotyczysunku 27 (B) na stronie 60 (bardzo trudno reaid dwie struktury
zakotwiczonych peptyddw) i rysunku 42 (A) na steo®2 (zaznaczone dwa azania wodorowesgsbardzo
mato czytelne). Mam fezastrzeenia co do opisu wkar wodorowych na rysunku 82 (opis zawarty
zarowno pod rysunkiem jak i w @ pracy) — ,Whzania wodorowe porailzy C-kaicowsg grup amidowg
a Lysbl oraz pomdzy grum karbonylow a amidowy reszty CpR..."”. Jest on bardzargonowy i
nieprecyzyjny. Mana bylo pokusi sie o precyzyjniejszy i bardziej poprawny chemicznipisoobu
oddziatywah.

W tym miejscu chciatbym zwré€iuwag na jeszcze kilka rzeczy. Po pierwsze praca nigfoie
napisana jest w trybie bezosobowym. Moim zdaniemaodjaniej i przejrzyicie] bytoby wszystkie
czynndci, ktore wykonata Doktorantka opisav formie osobowej. W zawartej wgbym rozdziale pracy
tabeli 14, w ktorej zestawione zostaty dane chargkupce otrzymane peptydy znalazty sniedzy innymi
czasy retencji dla etapow preparatywnego oczysiazpeptydow, ktére moim zdaniem niczego nie
wnosz. Jeeli dobrze zrozumiatem warunki analiz z wykorzystam analitycznego HPLC wdaiwy
rozdziat dotyczyt gradientu od 10 do 90 % acetghititv 9 minut — to chyba troehzbyt odwanie. W
pracy znalazto gisporo niefortunnych sformutowalotyczcych gtownie stosowanigargonu chemicznego
I przegzyczer. Wymienk ich tylko kilka:

- str. 11 - ..., a wyniki powinowactwayszesto bardzo stabe [8].”;

- str. 13 - ,....znanymi metodama gmiana stereochemiiZycie D-aminokwasow),...”;
- str. 15 - ,....hcznik zamykajcy cykl...”;

- str. 38 - jest ,mysak” zamiast ,mgsak”, przy typie choroby nowotworowej;

- str. 36 - ,Niemniej jednak, w oparciu o badaningtyczne, myszy wykazujniejednorodn
odpowied na przywrocenie p53.”;
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- str. 38 - ,Jednym z najsilniejszych z@kow...”;

- str. 47 - ,..motyw MLL whzacy menir), obejmujcy obszar od 6 do 25 reszt
aminokwasowych...”;

- w kilku miejscach pracy zamiennieywane g sformutowania (z odpowiednimi przedrostkami
odnoszcymi sk o wielkdsci liczbowej) definiujce aktywné¢ analogéw: ,molarna” oraz ,molowa”;

- str.115 - akapit podsumowggly opis syntezy Fmoc-CpS koezy zdanie — ,Dla kadego
enancjomeru przeprowadzono sygtdavasu...” — chodzi o odwotanie do otrzymywania patinch
Fmoc- dwdéch pozostatych izomeréw — w tym przypadkancjomerem jest tylko jeden z nich.

Wszystkie te uwagi nie obiajg mojej wysokiej oceny pracy doktorskiej Pani mguley Fortuny.
W swoich badaniach wykazatagsOna spos wiedz i umiejgtnosciami czego efektem jest szereg
znacacych odkry. Potrafita znakomicie petzy¢ metody teoretyczne z synigavyciggajgc prawidtowe
wnioski z przeprowadzonych eksperymentéw. Byly ankolei sih nagdows kolejnych planowanych
prac. W zajczonej do pracy doktorskiej dokumentacji zabrakigkazu dorobku naukowego Doktorantki.
Z informacji zawartych w baziéVeb of Science wynika, ze jest Ona na pewno wspotautpridwoch
publikacji z listy JCR 1 jednej prezentacji na kerdncji medzynarodowej. Pewnie zgodnie z
obowigzujacymi zwyczajami dorobek teretizie w peini zaprezentowany w trakcie publicznejooly. W
tym miejscu i nag chwile pokusz sie tylko o komentarzze wszystkie trzy prace zawarte w baziegaane
s3 bezpdrednio z tematyk pracy doktorskiej.

Wobec powyszego uwaam, ze praca doktorska mgr Pauliny Fortuny spetnia viszel’ymagania
ustawowe okrdone w art. 17 Ustawy o Stopniach Naukowych i TgttlNaukowym oraz o Stopniach i
Tytule w Zakresie Sztuki z dnia 14 marca 2003 vargyniejszymi poprawkami w art. 251 ustawy Prawo
0 Szkolnictwie Wyszym z dnia 15 stycznia 2004 oraz w zaleceniachtr@lerj Komisji ds. Tytulu
Naukowego i Stopni Naukowych z dnia 20 maja 202dnia 14 padziernika 2005 i tym samym, po
spetnieniu pozostatych wymogéw, stanowi podstaadania jej stopnia naukowego doktora. Zwracam si
zatem do Rady Wydzialu Chemicznego Politechniki ®&waskiej z wnioskiem o dopuszczenie mgr
Pauliny Fortuny do dalszych etapow przewodu doktego.
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